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的蛋白质。目前研究已发现importin 13的底物有UBC9, Rbm8, Pax6, NF-YB/ 











为了研究 importin 13 在发育过程，特别是神经发育过程中的作用，本研究
构建了 N 端缺失的 C-imp13 （a.a.450-963）转基因小鼠 TRE-C-imp13，并根据
Tet-on 系统原理，实时调控其表达。在 100 只出生动物中, Genotyping 检测到 27
只含有 TRE-C-imp13 转基因后代（27 founders）；RT-PCR 和 real-time PCR 方法
筛选出四个表达有 C-imp13 的 founder, 为今后研究 importin 13 在发育过程中的
作用提供了一个重要的动物模型。 
 
















Since DNA replication and protein expression take part in the different 
compartment of the eukaryotic cells, nucleocytoplasmic trafficking plays a role in the 
cell activities. Importin-β family members act as nuclear transport receptors in most 
nuclear transport activities. Importin 13(imp13) is a member of Importin-β family, 
and is found to be the only one bidirectional transport receptor in mammals, which 
not only functions as an importin, but also an exportin. Several cargoes of importin 13 
have been identified: Rbm8, Ubc9, Pax6, the NF-YB/NF-YC dimmer, the 
gulcocorticoid receptor, myopodin，negative cofactor 2，CHRAC-15/17，
p12/CHRAC-17 and eIF-1A. Most of these are essential factors during the 
development and cell life. The expression or distribution disorders of importin 13 may 
influence its cargoes to play the role in appropriate time and space.  
 In 2004,Tao et al found that in Hela cell, the C-terminal fragment of rat importin 
13 is confined primarily to cytoplasm, while the full-length protein is distributed to 
both the nucleus and the cytoplasm. Considering this, the newly found  transcript of 
importin 13——TS-imp13 in 2006 may function differently from the full-length 
importin 13. 
Here, utilizing microinjection method, we construct a transgenic mouse model of 
the C-terminal importin 13, aiming at studying the role of importin 13 during mouse 
development. According to the Tet-on system theory, the transgenic mouse model 
(TRE-C- imp13) is controlled under the promoter of PhCMV*-1, the expression of 
C-imp13 is induced when doxycycline is added to the drinking water of mice. Among 
the 100 mice born after microinjection,27 mice are tested containing the exogenous 
C-imp13 gene. Then using RT-PCR and real-time PCR methods, we screen out four 
founders with relative high expression. These studies result in a newly constructed 
mice model of C- imp13, making it more convenienct to study the biological function 
of importin 13 in mice. 
 
















1.1 importin β家族介导的蛋白质核质转运简介 
由于真核细胞的基因复制、转录与蛋白质的表达翻译在细胞内分区进行，
蛋白质及核酸等生物大分子跨核膜转运成为细胞中 重要的生物学功能之一。一
般而言，分子量小于 50 kDa 的分子可以以自由扩散的方式通过核孔复合体
(nuclear pore complex, NPC)，而分子量大于 50 kDa 的生物大分子只能以主动运
输的方式进行核质转运[1]，这一过程主要是由 importin β 家族的蛋白质成员负责
完成的。 
1.1.1 核质转运受体 importin β 家族成员及其结构特点 
importin β家族成员是一类真核生物中广泛分布的核质转运受体蛋白。迄今
为止，在人类细胞中发现 20 个成员，酵母细胞中大约 14 个[2]（表 1）。这些家族
成员在功能上保守，在蛋白质序列上具有较低的相似性；分子量大约 95-145 kDa
之间； 结构上都具有保守的 N 端 Ran 结合结构域（IBN_N Domain）和多个
( ~20)HEAT Repeats 结构域(Swiss-Prot 数据库)。HEAT (Huntingtin, Elongation 
factor 3, the regulatory Asubunit of protein phosphatase 2A and TOR1)是由连续重
复的 37-46 个氨基酸组成的一种螺旋形棒状结构单元。而 HEAT Repeats 由多个
这样的单元叠加形成具有延展性的超螺旋，可以通过构象改变为相互作用的蛋白
质提供丰富的结合位点。通过这种特殊的结构，importin β家族成员可以使用 C
端结合底物(cargo)[3] 或接头蛋白(adaptor) [4]，N 端结合 RanGTP [5]，中部结合核
孔蛋白(Nups)[6]，从而将底物带入或带出细胞核（图 1）。 
一个物种的 importin β家族成员的数目有限，在哺乳动物中也只有 20个左右，
而被转运的底物种类却极其繁多。事实上，在细胞内一种受体将负责转运多种底
物(表 1)。为何一种转运受体可以结合多种不同的底物？通过对 importin β 的晶
体结构分析，人们发现它的 HEAT Repeats 超螺旋结构域可以伸展或收缩，改变



















signal, NLS) 或出核信号(nulear export signal, NES)并与底物结合。而 imp β1 却需
要使用接头蛋白来识别并结合特定类型的底物(表 1)，如：importin α 作为 imp β1
的一种接头蛋白，负责识别并结合具有经典核定位信号的底物，再通过其 N 端
的 IBB(importin β binding)结构域与 imp β1 结合。imp β1 参与随后的与核孔蛋白
Nups 或 Ran 蛋白的相互作用[8]。 
 
图 1 importin β1 结构图（[8] Weis K, Cell, 2003） 
A：imp β1 的 HEAT Repeats 超螺旋结构可以伸缩或延展，以采用不同位点分别与
RanGTP，imporitin α的 IBB (importin β binding)结构域, 核孔蛋白的 FxFG重复序列结合。 B：
imp β1 结合 RanGTP 后构象发生变化。 
 
表1 人类与酵母importin β家族成员及相应底物与功能 
（主要引自 [9]王潇等，细胞生物学杂志，2006） 
人类 底物 酵母 底物 必需基因 
imp β/ 接头蛋白  Kap95/接头蛋白   
imp β/ imp α 有经典NLS的蛋白质 Kap95/Srp1p 有经典NLS的蛋白质  
Impβ/ snurportin 有m3G 帽子的 U snRNPs    
Impβ/ XRIP 复制蛋白A (RPA)    






核糖体蛋白, HIV Rev/ Tat, PTHrP, 







组蛋白 ,核糖体蛋白 , HuR, TAP, 
hnRNP-A1,-A2-F  
Kap104 mRNA 结合蛋白 Nab2, Nab4, 
Hrp1, hnRNPs,转录因子 AlcR 
Ts 
Transportin 2 HuR, hnRNPA1 ……   
Transportin 3 RS 结构域被磷酸化的 SR 蛋白 Mtr10/Kap111 mRNA 结合蛋白：Npl3, Hrb1 Ts 
Importin 4 组蛋白,核糖体蛋白 Yrb4/ Kap123 组蛋白,核糖体蛋白,SRP 蛋白 否 
















(ranbp5) Yra1, Spo12, Ste12p Yap1, Pho4, 
Nmd5/ Kap119 TFIIS, Hog 1, Ssa4, , Crz1 否 
Importin 7 组蛋白,核糖体蛋白, HIV RTC, GR, 
Sxm1/ Kap108 核糖体蛋白, Lhp1, Pab1 否 
Importin 8 SRP19, GR ……   
Importin 9 组蛋白,核糖体蛋白, PPP2R1A Kap114 H2A, H2B, TBP, Sua7, Nap1p 否 
Importin 11 rpL12, UbcM2, UbcH6, UbcH8 ……  否 
……  Pdr6/ Kap122 TFIIA  
核输出受体 
Crm1 富含亮氨酸 NES 蛋白质 Crm1 富含亮氨酸 NES 蛋白质 是 
Exportin-t tRNA Los1 tRNA 否 
CAS Importin α Cse1 importinα 是 
Exportin 4 eIF-5A ……   
Exportin 5 ILF3 与 Minihelix RNA/pre-miRNA/
shRNA; eEF1A 与乙酰化  tRNA, 
Stau2 与双链 RNA 
……   
Exportin 6 
肌动蛋白单体隔离蛋白与肌动蛋白
复合物 (Profilin/ actin Complex) 
……   
Exportin 7 P50Rho-GAP, 14-3-3δ ……   
双向转运受体 
核输入: Rbm8, Ubc9, Pax6, NF-YB/ 
NF-YC 二聚体,myopodin,  NC2，
CHRAC-15/17，p12/CHRAC-17 
……   Importin 13 
核输出: eLF-1 A    
核输入: Pho4, Far1, Mig1, Cdh1, 
Rtg1, Rtg3, Crz1, Msn2, Swi6, 
磷酸化蛋白 
 ……  Msn5 
核输出：复制蛋白 RP A complex 否 
尚未分类 
RanBP6 功能不明 ……   
RanBP17 功能不明 ……   
……  Kap120 功能不明 否 
Ts： 温度敏感 (Temperature sensitive) ;Srp1p：芽殖酵母中importin α 的同源蛋白；别名：importin β1/ kpnb1；importin 
β2/ transportin 1/ tnpo1；importin β3/ ranbp 5； transportin 3/ transportin SR/ Trn SR 
 









































图 2 细胞核质转运示意图（[12] Gorlich. EMBO, 1998, 17: 2721） 
 
 
1.2 Importin 13 在发育过程中的功能 
1.2.1 Importin 13 作为 importin β家族蛋白成员之一的发现和特性 
  2000 年，在研究肺器官发育的分子机理时, 加拿大 McGill 大学 Kaplan 实















以大鼠胚胎肺的 cDNA 为 tester，相应的大鼠成体肺 cDNA 为 driver,得到一段 602 
bp 的差异 cDNA。该 cDNA 在各种属中高度保守，并且于人/ 啮齿动物的 8 个表
达序列标签（EST）近乎完全同源。随后应用 5’和 3’RACE,  SPICE 方法，得到
一 3.6 kb 的 cDNA，命名为 lgl2（late gestation lung 2），编码含 963 个氨基酸的
蛋白质 lgl2。lgl2 蛋白广泛存在于真核生物中，在人，线虫等中都能发现同源体。
通过 BLAST 检索工具在基因组数据库中搜索，发现 lgl2 与 Kap/impβ 家族的许
多成员序列同源程度很高，其中同源性 高的是人类的 transportin SR 和酵母中
的 Mtr10。lgl2 具有这个家族蛋白的一系列特性：分子量大约 95-145 kDa 之间；
等电点约 5~5.4； 结构上都具有保守的 N 端 Ran 结合结构域（IBN_N Domain）
和多个( ~20)HEAT Repeats 结构域(Swiss-Prot 数据库)。因此推断 lgl2 属于
importin β核质转运蛋白家族成员之一。图 3 表示由 importin β2 的结构为参考
模拟出 lgl2 的蛋白结构示意图。 
 
图3 lgl2 的蛋白质结构  
以同源蛋白成员importin β2 的结构为参考描述lgl2 的结构模型，其中的数字为HEAT 重
复序列的数量。 ([13]Zhang et al, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol, 2000) 
 
后比对发现，人 lgl2 cDNA 也是 1998 年 Nagase T 等发现的 100 个未鉴定
人类编码基因之一[14]。lgl2 定位在人染色体 1p34.1 上。 
2001 年，德国 Gorlich 实验室进行了类似的工作[10]，通过搜索人类表达序列















（Accession No.AB018267）。这个 EST 序列相关蛋白被命名为 importin 13。而
这个蛋白与 lgl2 是同一个蛋白。 
通过 NCBI 数据库搜索发现，importin 13（mus musculus）的基因位于 4D2.1，
mRNA 全长为 3588bp,含有 20 个外显子。其中编码区域为 629-3520。编码含有
963 个氨基酸的蛋白质。 
2006 年 Tanaka 实验室通过分析比较小鼠胚胎的胚泡和原始生殖细胞基因
的差异表达，发现编码部分 importin 13 基因片段的 cDNA 克隆子[15]。用其作
为探针对各组织样本进行 Northern 杂交，除了检测到全长 3.4 kb 的 importin 
13 基因以外，还发现在成体老鼠的睾丸中有一长度为 1.6 kb 的 importin 13 的
RNA 转录本。这个转录本包括了 importin 13 基因的第六个内含子的 75 bp 及之
后的第 7 到第 20 个外显子（图 4），可以编码 importin 13 的 C 端片段——
TS-imp13，并且发现其只在成年老鼠的睾丸中有表达[16]。TS-imp13 缺少全长
importin 13 蛋白的 N 端部分，即 Ran 结合区域。而 Ran 结合区域是 importin 
13 结合和释放底物的重要元件，所以推测 TS-imp13 与全长 importin 13 具有
不同的功能。TS-imp13 有可能作为全长 importin 13 蛋白运输以及释放底物的
一个负调节子[16]。 
 
图 4  importin 13 的两个转录本示意图 
L-Ipo13 transcript：全长 importin 13 转录本（20 个外显子，3.4kb）； TS-Ipo13 transcipt： 
importin 13 的短转录本（含第 6 个内含子的小部分第 7 到第 20 个外显子，1.6kb） 
















1.2.2 Importin 13 的表达和分布 





着差异。importin 13 的表达在时间和空间上也存在着区别[2,13]。Tao Tao 实验室应
用微阵列基因表达数据库分析显示，不同的细胞周期和发育时期，importin 13 的
表达发生变化[2]，从受精卵到胚泡期，importin 13 的表达急剧递增，而在从胚泡
期到胚胎 10.5 天期间，表达量微弱起伏（图 5）。大鼠胚胎时期，importin 13 在
肺，脑，心脏，肠，肾等部位均检测到表达,但脑，肾等组织中表达量相对较高。
同样的，成体大鼠各组织中，importin 13 的表达量也不一致[13]。而且相较于胚胎










图5  小鼠早期胚胎发育过程中importin 13表达模式 
T1: fertilized egg； T2: blastocysts； T3: dpc 6.5；  
T4: dpc 7.5； T5: dpc 8.5； T6: dpc 9.5； T7: dpc 10.5. 
（ [2] Quan et al. Mol.Cell.Proteomics, 2008 ） 
 
1.2.2.2  importin 13 在细胞内的核质分布 
做为 importin β核质转运受体家族蛋白的成员之一, importin 13 在细胞中进
行着核质穿梭。Tao 等[17]应用 FRAP 和 FLIP 方法，证明了这个观点，且发现在
胚胎肺中，importin 13 的入核速度在 E18 要比在 E21 时快的多，说明 importin 13









































蛋白RBM8 和MGN 复合物(Mingot et al. 2001)，调控发育转录因子Pax6 (Ploski 
et al. 2004)，转录激活因子NF-YB/NF-YC 二聚体(Kahle et al. 2005) ，糖皮
质激素受体GR (Tao et al. 2006) ，肌足蛋白myopodin (Liang et al. 2008)，
转录负调控子negative cofactor 2(NC2)(Kahle et al.2009),组蛋白折叠异二
聚体CHRAC-15/17和p12/CHRAC-17(Walker.2009)。出核底物有：翻译起动因子
elF1A (Mingot et al. 2001)。 
2001年，Gorlich实验室的研究发现：importin 13 是泛素化偶联酶（ubiquitin 
conjugating enzyme 9，UBC9） 的入核转运受体，除此之外importin 13也是
MGN(果蝇胚胎发育重要蛋白mago nashi 的人类同源蛋白)和RBM8（MGN 和
mRNA 之间的桥接蛋白）的入核转运受体，并且importin 13与RBM8-MGN 二聚
体中的RBM8 直接作用 [10,16]。UBC9 和RBM8 都不含经典的入核序列（NLS），
RBM8 序列中含有两段富含带电荷的氨基酸基序，但它们相距100 个氨基酸，
所以无法形成经典NLS 序列。推测这些氨基酸序列的三维结构可能形成类似于










































成的异源三聚体，NF-A 可以直接结合importin β 而被转运入核，而NF-YB 和
NF-YC 都不能以单体的形式进行核输入，只有通过其保守的组蛋白折叠结构域
(HFM)形成二聚体，才能被importin 13 识别并转运入核。这是由于单体的NF-YB 
或NF-YC的HFM 结构域都不具有NLS 的信号功能，核定位信号只出现在二个相
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